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WO 99/6^^ PCT/FR99/01391 

Nouvelie utilisation de composes inhibiteurs de la protease du VIH 



La presente invention a pour objet ['utilisation therapeutique d'un 
5 compose inhibiteur de la protease du virus de I'immunodeficience humaine (VIH) 
comme modulateur du proteasome. 



Le proteasome, systeme enzymatique central de la degradation 
proteique a la fois dans le cytosol et dans le noyau, est un complexe presentant 

in de multiples activites peptidasiques. Une de ses fonctions est la generation de 
petits peptides par proteolyse intracellular, ces petits peptides etant presentes 
aux lymphocytes T pour initier des reponses immunitaires. 

II a ete montre que des aldehydes de peptides sont des inhibiteurs 
du proteasome et bloquent la degradation de la plupart des proteines cellutaires 

is et la generation des peptides presentes a la surface des cellules presentatrices 
d'antigenes, en association avec les molecules du complexe majeur 
d'histocompatibilite de classe I (Rocketal, Cell, 1994, vol 78, 761-771). Plusieurs 
demandes de brevet divulguent par ailleurs des inhibiteurs de proteasome 
utilisables dans le traitement des maladies dans lesquelles une perte de masse 

20 corporelle est observee (WO 95/24 914), des maladies resultant d'une 
proliferation cellulaire (WO 98/13 061) et plus generalement des maladies 
impliquant la fonction proteolytique du proteasome, telles que notamment les 
maladies inflammatoires et les cancers (WO 96/32 105 ; WO 96/13 266). 

De maniere surprenante, les auteurs de la presente invention ont 

25 decouvert que certains composes inhibiteurs de la protease du virus de 
Timmunodeficience humaine (VIH) presentent une action modulatrice sur I'activite 
du proteasome. 

II s'agit : 

- du ritonavir, et ses sels pharmaceutiquement acceptables, une 
30 speciality pharmaceutique contenant le ritonavir en tant que principe actif, etant 

le Norvir (Abbott) ; 

- et du saquinavir, et ses sels pharmaceutiquement acceptables. 
une specialite pharmaceutique contenant le saquinavir, sous la forme de 
mesylate de saquinavir en tant que principe actif, etant Hnvirase 5 (Roche). 
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Le ritonavir, le saquinavir ou leurs sels peuvent etre utilises seuls ou 
en melange. Une association de ritonavir et de saquinavir est particulierement 
avantageuse car elle permet d'ameliorer la pharmacocinetique du saquinavir, 
dont la degradation est ralentie en presence du ritonavir. 

5 Ces inhibiteurs (decrits dans les demandes de brevet WO 94/14 

436 et EP 432 695) de la protease du virus de rimmunodeficience humaine (VIH) 
sont largement utilises dans le traitement du SIDA. Ces composes bloquent la 
replication virale en inhibant specifiquement la protease virale qui permet le 
ciivage des precurseurs proteiques viraux en proteines virales matures. La 

to tritherapie mettant en ceuvre un tel inhibiteur de protease associe a deux 
analogues de nucleoside est ainsi actuellement la strategic la plus efficace pour 
le traitement d r une infection par le VIH. 

La presente invention a done pour objet Tutilisation d'au moiris un 
1 5 compose inhibiteur de la protease du virus de rimmunodeficience humaine (VIH) 
choisi parmi le ritonavir, le saquinavir, ou un de leurs sels pharmaceutiquement 
acceptables, en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable, 
pour la fabrication d'un medicament destine a moduler le proteasome. 

Les auteurs de la presente invention ont ainsi decouvert que le 
20 ritonavir et le saquinavir inhibaient I'activite « chymotrypsin-like » du proteasome 
et augmentaient I'activite « trypsine » du proteasome. 

La modulation du proteasome permet d'intervenir sur un certain 
nombre d'evenements "en aval". 

Les auteurs de la presente invention ont plus particulierement mis 
25 en evidence que ces composes inhibiteurs de la protease du virus de 
rimmunodeficience humaine (VIH) presentant une action modulatrice de I'activite 
du proteasome permettaient de modifier la presentation des antigenes en 
association avec le complexe majeur d'histocompatibilite de classe I (CMH1), a la 
surface des cellules et par voie de consequence inhibaient ou modifiaient 
['activation des lymphocytes T cytotoxiques CD8*. Ces composes presentent 
done I'avantage crucial de ne pas influer directement sur I'activite des 
lymphocytes T auxiliaires aux concentrations therapeutiques. Les composes 
inhibiteurs de la protease du virus de rimmunodeficience humaine (VIH) 
presentant une action modulatrice de I'activite du proteasome sont done 
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particulierement utiles pour la prevention et/ou le traitement des affections dans 
lesquelles une reponse inadequate, par exemple excessive, des lymphocytes T 
cytotoxiques CD8 + est observee. De maniere plus generate sont visees les 
affections pour le traitement desquelles une modulation (telle que notamment une 
diminution) de la reponse immune relayee par les lymphocytes T cytotoxiques 
CD8 + est recherchee. 

Les composes inhibiteurs de la protease du VIH et modulateurs du 
proteasome selon ['invention presentent par ailleurs une activite de modulation de 
I'apoptose, consequence de la modulation du proteasome (Nagata et al, 1997. 
Cell, 88:355-365 ; Ruggieri et al, 1997, Virology, 229:68-76: WO 98/13 061). 

Parmi les affections pour lesquelles il est interessant de moduler 
Tactivite du proteasome, on peut citer notamment les maladies inflammatoires. 
infectieuses et/ou celles pour le traitement desquelles une modulation ou un 
controle de I'apoptose est desire. Sont plus particulierement vises : 

- les maladies auto-immunes, telles que le diabete de type 1, la. 
sclerose en plaques, le psoriasis, les hypersensibilites de contact ou la 
polyarthrite rhumatoide ; 

- les infections virales notamment les infections par des virus non 
cytopathogenes telles que les infections par les virus des hepatites, en particulier 
le virus de I'hepatite B et le virus de I'hepatite C ; 

- les rejets de greffe ; et 

- les maladies resultant d'une proliferation cellulaire anormale. telles 
que les cancers. 

II est entendu que le syndrome de rimmunodeficience acquise 
(SIDA) n'est pas une affection visee, dans la mesure ou la diminution du nombre 
de lymphocytes T CD8 + n'est pas desiree dans le traitement de ce syndrome. 

La presente invention a egalement pour objet un procede de 
criblage des composes inhibiteurs de la protease du virus de rimmunodeficience 
humaine (VIH). consistant a tester lesdits composes pour leur capacite a moduler 
Tactivite du proteasome. 

II s'agit notamment de cribler des inhibiteurs de la protease du. VIH 
connus, tels que notamment les inhibiteurs decrits dans les demandes de brevet 
WO 94/14436 et EP 432 695, pour revaluation de leur action modulatrice de 
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I'activite du proteasome. Un tet test de criblage est a la portee de rhomme du 
metier. Les composes inhibiteurs de la protease du VIH peuvent etre notamment 
testes sur des proteasomes isoles, en determinant la capacite de ces composes 
a moduler I'activite peptidasique du proteasome (Cerundolo V et aL Eur. J. 

5 Immunol., 27. 336-341 (1997) ; Groettrup M. et al. v J. Biol. Chem. 270, 23808- 
23815 (1995)). II est egalement possible de realiser des tests fonctionnels 
determinant la capacite de ces composes a modifier la presentation des 
antigenes a des clones de lymphocytes T (Gervois N. et aL J. Exp. Med., 183, 
2403-2407 (1996) ; York et al., Annu. Rev. Immunol., 14, 369-396 (1996) ; Rock 

io K.L. et aL, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94, 10850-10855 (1997)). 

Le medicament prepare conformement a la presente invention et 
contenant au moins un compose modulateur de I'activite du proteasome, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable, peut etre sous la 
forme d'une composition pharmaceutique destinee a une administration par* voie 

1 5 orale, par exemple sous la forme d'un comprime, d'une gelule, d'une solution 
buvable, etc. ou par voie rectale, par exemple sous la forme d un suppositoire. II 
peut etre egalement administre par voie parenterale, en particulier sous la forme 
d'une solution injectable, notamment par voie intraveineuse, intradermique, sous- 
cutanee, etc. II peut etre enfin sous la forme d'une composition pharmaceutique 

20 destinee a une administration topique, telle qu'une pommade. Une telle 
formulation est particulierement avantageusement dans le cas du traitement du 
psoriasis et des hypersensibilites de contact. 

Le medicament prepare conformement a la presente invention 
contient de preference de 1 a 2000 mg, de preference de 100 a 500 mg, dudit 

25 compose presentant une action modulatrice de I'activite du proteasome. 



La presente invention a egalement trait a une methode de 
traitement therapeutique dans laquelle on administre a un patient souffrant d'une 
affection pour le traitement de laquelle une modulation du proteasome est 
30 desiree, une quantite therapeutiquement efficace d'au moins un compose 
inhibiteur de la protease du VIH choisi parmi le ritonavir, le saquinavir, ou un de 
leurs sels pharmaceutiquement acceptables, seuls ou en melange, en 
association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 
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La .posotogie depend de la gravite de I'affection. de Tage et du poids 
du patient. Elle peut etre notamment de 100 a 1500 mg par jour, de preference 
de 600 a 1 200 mg par jour. 

Les figures et les exemples ci-dessous illustrent Invention sans la 

limiter. 



LEGENDE PES FIGURES : 



- La figure 1A represente I'epaisseur du coussinet plantaire de 
io souris en fonction du temps, les souris traitees par du ritonavir etant comparees a 

des souris controle. 

- La figure 1B represente I'epaisseur du coussinet plantaire de 
souris au 8 eme jour apres le debut du traitement par du ritonavir, les doses 
quotidiennes de ritonavir etant variables. 

1 5 - La figure 1C represente le pourcentage de lyse specifique des 

cellules cibles EL4 sensibilisees par le peptide GP33-41 par des lymphocytes 
isoles de rate de souris traitees ou non par du ritonavir. 

- La figure 1D represente le pourcentage de lyse specifique des 
cellules cibles EL4 sensibilisees par le peptide NP 396-404 par des lymphocytes 

:o isoles de rate de souris traitees ou non par du ritonavir. 

- La figure 1E represente le pourcentage de cellules CD8~ par 
rapport au nombre total de splenocytes, dans le cas de souris infectees ou non 
par le virus LCMV, et traitees ou non par du ritonavir. 

- La figure 1F represente I'effet du ritonavir sur la charge virale en 

25 LCMV. 

- La figure 2A represente le pourcentage de lyse specifique des 
cellules cibles (fibroblastes MC57 infectes par LCMV) incubees en presence ou 
non de ritonavir, par des lymphocytes T cytotoxiques anti-LCMV. 

- La figure 2B represente le pourcentage de lyse specifique des 
30 cellules cibles (fibroblastes MC57 transfectes par la glycoproteine GP) incubees 

en presence ou en I'absence de ritonavir, par des lymphocytes T cytotoxiques 
anti-GP. 

- La figure 3A represente le pourcentage maximum de liberation de 
TNFct en fonction de la dose de ritonavir utilisee. 
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- La figure 3B represente le pourcentage d'inhibition de la 
proliferation de lymphocytes T M77-84, en fonction de la dose de ritonavir 
utilisee. 

- La figure 4A represente le pourcentage d'inhibition de la 
5 degradation des proteines a courte duree de vie en fonction de la dose de 

ritonavir utilisee. 

- La figure 4B represente I'hydrolyse d'un substrat fluorogene Suc- 
LLVY-MCA par le proteasome en fonction de la dose de ritonavir utilisee. 

- La figure 4C represente I'hydrolyse d'un substrat fluorogene (Z)- 
10 GGL-MCA par le proteasome en fonction de la dose de ritonavir utilisee. 

- La figure 4D represente I'hydrolyse d'un substrat fluorogene Bz- 
VGR-MCA par le proteasome en fonction de la dose de ritonavir utilisee. 

- La figure 4E represente I'hydrolyse du substrat fluorogene Sue- 
LLVY-MCA par le proteasome, en presence de nelfinavir, saquinavir, indinavir ou 

15 ritonavir. 

- La figure 5 represente le pourcentage de souris NOD non 
diabetiques en fonction du temps, dans le cas d'un traitement par du ritonavir en 
comparaison avec une administration d'un diluant. 

- La figure 6 represente les scores cliniques des rats atteints 
2o d'encephalite allergique experimental (EAE), traites par du ritonavir. 

- La figure 7 represente 1'evolution de I'infection chronique par le 
virus de I'hepatite C chez un patient infecte par le VIH et traite par du ritonavir. 



25 EXEMPLES : 

EXEMPLE 1 : 

Effet du ritonavir sur I'activite des lymphocytes T cytotoxiques 

In vivo 

*° 1. Inhibition du aonflement des coussinets plantaires de souris 

apres une infection par le virus LCMV. 
Methode : 

Les auteurs de la presente invention ont utilise le modele murin du 
LCMV (virus de la chorio-meningite lymphocytaire), ce virus non cytopathogene 
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provoquant une infection dans taquelle les lymphocytes T cytotoxiques sont 
responsables a la fois du controle initial de la replication virale et de 
rimmunopathologie induite par le virus. Des souris C57BL6 sont infectees au 
niveau du coussinet des partes au jour JO (300 pfu -unites formatrices de 

5 plaques- de LCMV-WE fourni par F. Lehmann-Grube. Hambourg) et le 
gonflement du coussinet de la patte est mesure au cours du temps. Le ritonavir 
(1,25 mg/souris/jour dissous dans 10 % d'alcool, 90 % de solution saline de 
tampon phosphate PBS) ou un placebo (meme volume de PBS ; 10 % d'alcool) 
est administre par voie intraperitoneal a partir du jour JO. Dans cette experience 

it) et dans les experiences suivantes, les resultats sont donnes a partir de deux 
coussinets des pattes de 2-3 souris par groupe, ces resultats etant representatifs 
de trois a quatre experiences separees. La mesure de I'epaisseur des coussinets 
de la patte a ete realisee quotidiennement conformement au protocole foumi 
dans R.M. Zinkemagel, T. Leist, H. Hengartner and A. Althage. J. Exp. Med/ 162. 

1 5 2125 (1985) (figure 1A). 

Le gonflement du coussinet induit par I'infection au LCMV a ete 
mesure au jour J8 chez les souris traitees avec des doses variables de ritonavir 
(figure 1B). 



20 Resultats : 

Les souris C57BL/6 auxquelles on a injecte le virus LCMV-WE ont 
presente, apres sept a huit jours, un gonflement du coussinet qui est une mesure 
directe in vivo de Tactivite des lymphocytes T cytotoxiques. Ce gonflement a ete 
inhibe de maniere marquee par un traitement au ritonavir, d'une maniere dose- 

25 dependante. Des resultats similaires ont ete obtenus en utilisant differentes 
souches virales (souche LCMV-Docile 10 pfu/ml obtenue aupres de C. Pfau, Troy 
ou souche LCMV-Amstrong 10 4 PFU/ml obtenue aupres de M. Buchmeier La 
Jolla), avec des souris de differents haplotypes (BALB/c : H2 d ), et que la voie 
d'administration soit parenteral ou orale (par sonde intra-gastrique). 

30 

2. Inhibition de Tactivite de lymphocytes T cytotoxiques in vivo. 
Methods : 

Des souris C57BL76 traitees par du ritonavir (1.25 mg/souris/jour) 
ou par un placebo ont ete infectees avec 200 PFU de LCMV-WE par voie 
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intraveineuse. Huit jours apres I'infection, les splenocytes ont ete recueillis et 
testes pour la lyse des cellules EL4 (H-2 b ) sensibilisees avec 500 nM du peptide 
GP33-41 (acides amines 33 a 41 de la glycoprotein du LCMV. soit KAVYNFATC 
: figure 1C) ou du peptide NP 396-407 (acides amines 396 a 407 de la 
? glycoproteine du LCMV, soit EQPQNGFIH ; figure 1 D). 

Resultats : 

Le traitement avec du ritonavir a inhibe la reponse des lymphocytes 
T cytotoxiques a une infection systemique par le virus LCMV. La lyse des cellules 
in cibles a ete reduite lorsque les souris ont regu le traitement par le ritonavir. 

3. Inhibition de la proliferation des lymphocytes T CD8+ in vivo. 
Methode : 

Des souris ont ete infectees avec 200 PFU de LCMV-WE par voie 
15 intraveineuse et traitees avec du ritonavir ou un placebo comme decrit ci-dessus. 
Les splenocytes ont ete identifies avec un anticorps anti-CD8 conjugue a de la 
FITC (Pharmingen, San Diego) et analyses par FACS. 

Resultats : 

-« On observe une inhibition de la proliferation normalement observee 

des lymphocytes T CD8+ en reponse au virus LCMV (figure 1 E). 



4. Effet du ritonavir sur la charge de LCMV 
Methode : 

25 Des souris ont ete infectees avec un virus LCMV (200 pfu) par voie 

intraveineuse et traitees avec du ritonavir ou un placebo comme decrit au point 2 
ci-dessus. Le titre des virus dans la rate a ete determine au jour J8, 
confonmement au protocole decrit dans Battegay et al., J. Virol. Methods, 33, 191 
(1991). 

30 Resultats : 

La reduction de la lyse des cellules cibles telle qu'observee ci- 
dessus s'accompagne d'une diminution de la clairance virale (figure 1F), resuttat 
qui confirme que le ritonavir agit directement sur la reponse immunitaire plutot 
qu'indirectement par un effet anti-viral sur le LCMV. 
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5. Evaluation de la reponse anticorps. 
Methode : 

Les anticorps specifiques de la nucleoproteine du LCMV et de la 
5 glycoproteine du LCMV ont ete evalues au bout de quatre et huit semaines par 
un test EL1SA tel que decrit dans O. Planz, P. Seiler, H. Hengartner and R.M. 
Zinkernagel, Nature, 382, 629 (1990). 

Resultats : 

m Le ritonavir ne reduit pas la capacite de synthese d'anticorps anti- 

virus. 

EXEMPLE 2 : 

Effet du ritonavir sur la presentation des peptides antigeniques 
15 par le CMH de ciasse 1 a des lymphocytes T cytotoxiques de souris 



1. Effet du ritonavir sur la Ivse mediee par les lymphocytes T 
cytotoxiques des cellules cibles infectees par LCMV-WE et traitees in vitro avec 
du ritonavir, 
:o Methode : 

Des lymphocytes T cytotoxiques ont ete prepares a partir de 
splenocytes de souris infectees par LCMV et restimules in vitro par des cellules 
sensibilisees, soit avec le peptide GP33-41 (figure 2A) soit avec le peptide 
NP396-404 (figure 2B). 
-5 Leur activite cytolytique a ete testee vis a vis de fibroblastes MC57 

(H-2 b ) infectes par LCMV a une multiplicity defection de 0,04 et incubes ou non 
en presence de ritonavir a 5 pg/ml pendant 36 heures. 

L'effet direct du ritonavir sur les lymphocytes T cytotoxiques in vitro 
a ete exclu en lavant de maniere extensive les cellules cibles avant le test de 
30 lyse. 



Resultats : 

Ces etudes in vitro sur des cellules presentatrices d'antigenes 
viraux apres infection par un virus indiquent que inhibition des reponses des 
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lymphocytes T cytotoxiques intervient au niveau de la presentation de I'antigene. 
L'incubation des cellules MC57 infectees par ie virus LCMV avec du ritonavir 
inhibe fortement la lyse par les lymphocytes T cytotoxiques anti-LCMV (figure 
2A). Un effet inhibiteur similaire a egalement ete observe sur des cellules MC 57 
traitees au ritonavir et exprimant par transfection la glycoproteine du LCMV 
(figure 2B). 



EXEMPLE 3 ; 

io Effet du ritonavir sur la presentation des peptides antigeniques 

par le CMH i a des clones de lymphocytes T humains 



Methode : 

a) Dans cette experience, on a utilise des cellules M113 et M77-84 
1 5 qui sont respectivement une lignee de melanome HLA-A2 presentant I'antigene 

MART-1 et un clone de lymphocytes T cytotoxiques CD8+ reconnaissant cet 
antigene (Y. Kawakami et al, J. Exp. Med., 180, 347 (1994) ; N. Gervois, Y. 
Guilloux, E. Diez, and F. Jotereau, J. Exp. Med., 183. 2403-7 (1996)). Les 
cellules M113 ont ete cultivees pendant vingt quatre heures avec differentes 
:o concentrations de ritonavir puis resuspendues et fixees dans du 
paraformaldehyde. Comme controle, les memes concentrations en indinavir ont 
ete utilisees. La production de TNFct par les lymphocytes T M77-84 repondeurs 
dans le surnageant a ete mesuree et est exprimee sur la figure 3 en pourcentage 
de liberation maximale obtenue avec des cellules M1 13 non traitees. 

25 

b) Les cellules M113 ont ete cultivees pendant 24 heures en 
presence de ritonavir (0,1-5 pg/ml) et ensuite utilisees comme stimulatrices dans 
un test de proliferation avec les lymphocytes T M77-84 comme cellules 
repondeuses. La proliferation a ete mesuree apres 48 heures en presence de 

30 thymidine ajoutee a 1 pCi/puits pendant les dernieres dix-huit heures (figure 3B). 

Resultats: 

Ces experiences utilisant des clones de lymphocytes T cytotoxiques 
humains diriges centre des antigenes de melanomes ont conduit a des resultats 
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simitaires des experiences precedentes exposees ci-dessus. Les figures 3A et 3B 
montrent ('inhibition de la presentation de I'antigene MART-1 de melanomes 
humains par des cellules croissant en presence de ritonavir.a des lymphocytes T 
CD8 + . Uinhibition est dose-dependante et est efficace a des doses 
therapeutiques, comme ceia a ete observe lorsque les cellules presentatrices 
d'antigenes sont cultivees dans du serum obtenu a partir de volontaires VIH 
negatifs apres ingestion d'une dose orale unique de 500 mg de ritonavir. On a 
observe jusqu'a 70 % d'inhibition de la proliferation avec des serums preleves 3 
heures apres I'ingestion, correspondant au pic de concentration en ritonavir 
plasmatique. 

EXEMPLE 4 : 

Effet du ritonavir sur I'activite "chymotrypsin-like'' du 

proteasome 



1. Effet du ritonavir sur la degradation des proteines a courte duree 

de vie. 

Methode : 

Pour ces analyses, les cellules ont ete cultivees une nuit en 
presence d'une concentration variable de ritonavir, preincubees dans un milieu 
sans methionine ni cysteine pendant 1 heure, soumis a un marquage avec de la 
35 S methionine et de la 35 S cysteine pendant une heure. lavees dans du PBS et 
soumises a une chasse pendant une heure. Apres une heure, du TCA (acide 
trichloroacetique a 10 % final) a ete ajoute dans le surnageant et la radioactivite 
du surnageant non precipite par le TCA a ete quantifiee avec un Lumaplate* 
(Topcount Packard) (figure 4A). 

Resultats : 

Le ritonavir inhibe de maniere dose-dependante la degradation de 
proteines a courte duree de vie t procede connu pour etre principalement 
dependant de la voie de I'ubiquitine proteasome. Ces resultats suggerent 
fortement que I'activite du proteasome est modifiee par le ritonavir. 
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2. Effet du ritonavir sur la proteasome. 
Methode : 

Les figures 4B, 4C et 4D montrent I'hydrolyse de substrat 
fluorogene (100 |jM Suc-LLVY^MCA, 100 pM (Z)-GGL-MCA et 400 pM Bz-VGR- 

5 MCA) des proteasomes 20S isoles a partir de fibroblastes B8 murins, en fonction 
de concentrations variables en ritonavir et en LLnL (N-acetyl-L-leucinyl-L- 
leucinal-L-norteucinal, inhibiteur connu du proteasome). Les resultats sont 
rapportes pour une heure de digestion avec du proteasome 20S (500 ng) dans 
un volume final de 100 pi. Les valeurs ont ete localisees dans un domaine 

m lineaire de detection et sont les moyennes de triplicatas avec des erreurs 
standards inferieures a 3 %. 

Resultats : 

Les resultats presentes sur les figures 4B, 4C et 4D montrent que le 

1 5 ritonavir est un inhibiteur puissant de I'hydrolyse mediee par le proteasome du 
substrat fluorogene Suc-LLVY-MCA (coupure du cote carboxy de la tyrosine). En 
revanche, I'hydrolyse du substrat (Z)-GGL-MCA (coupure du cote carboxy la 
leucine) a ete a peine affectee, et le clivage du substrat Bz-VGR-MCA (coupure 
du cote carboxy de I'arginine, par une activite du type « trypsine ») a ete 

20 augmente de mantere consequente. Cette inhibition selective par le ritonavir 
contraste avec I'inhibition par I'aldehyde de peptide LLnL du proteasome, connu 
pour bloquer de maniere covalente tous les sites actifs des proteasomes 20S, et 
qui inhibe de maniere similaire la proteolyse des trois substrats fluorogenes 
testes (V. Cerundolo et al, Eur. J. Immunol. 27, 336 (1997) ; A. Vinitsky et al, J. 

25 Immunol. 159. 554 (1997) ; M. groll etal, Nature, 386, 463 (1997). 

La maturation des molecules de classe I dans le reticulum 
endoplasmique pour acquerir une resistance a I'endoglycosidase-H et 
I'expression a la surface des molecules de classe I n'ont pas ete bloquees de 
fa?on significative par un traitement au ritonavir, ce qui est en accord avec une 

30 inhibition selective. 
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3. Comparaison de guatre inhibiteurs de protease VIH-1. 
Methode : 

Lhydrolyse de Suc-LLVY-MCA par les proteasomes murins 20S a 
ete testee selon ia methode decrite dans I'exemple 4.2. dans des conditions 
identiques a I'exception du fait qu'un lot different de proteasomes purifies a ete 
utilise. L'hydrolyse de Suc-LLVY-MCA a ete mesuree en presence de 
concentrations croissantes en ritonavir, nelfinavir (Roche), saquinavir (mesylate) 
et indinavir (principe actif du Crixivan® commercialise par Merck et Sharp and 
Dohme). Les inhibiteurs de protease VIH ont prealablement ete dissous dans 
I'ethanol. le methanol, le DMSO et I'eau respectivement, pour une utilisation in 
vitro (figure 4E). 

Resultats : 

A part le ritonavir, le mesylate de saquinavir inhibe I'activite 
"chimotrypsin-like", tandis qu'aucune inhibition n'est observee avec indinavir et 
le nelfinavir. Le gonflement du coussinet apres une injection de LCMV et la lyse 
directe ex vivo apres infection systemique n'ont pas ete inhibees par ('indinavir ou 
le nelfinavir. En revanche, une inhibition du gonflement des coussinets plantaires 
peut etre observee avec le saquinavir (jusqu'a 73 % d'inhibition au 7 eme jour 
apres le traitement avec une dose orale de 4 mg par jour de saquinavir). 

En conclusion, I'inhibition specifique et selective du proteasome par 
le ritonavir ainsi que par le saquinavir expliquerait les effets modulateurs de la 
presentation d'antigene observee in vivo. 



Conclusion : 

Les souris infectees par injection du LCMV dans le coussinet 
plantaire developpent une inflammation locale avec oedeme reactionnel qui est 
en relation directe avec I'intensite de la reponse des lymphocytes T cytotoxiques. 
Les souris ne souffrent plus de reaction inflammatoire au niveau de ('injection 
lorsqu'elles re9oivent du ritonavir par voie intraperitoneale ou orale et le nombre 
de lymphocytes T CD8 spleniques n'est pas augmente chez les souris traitees: 
Les splenocytes de ces souris traitees ont une activite cytolytique tres faible vis a 
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vis de cellules cibles sensibilisees par les peptides du LCMV. Simultanement, la 
clai ranee des virus est retardee et diminuee. 

Les etudes in vitro avec des cellules infectees ou transferees et 
tumorales indiquent que la modulation de la reponse cytotoxique s'exerce au 

5 niveau de la presentation des antigenes. L'action de ces inhibiteurs est observee 
aussi bien avec des cellules humaines ou murines et a des concentrations 
obtenues avec les doses therapeutiques donnees au cours des infections par le 
virus de I'immunodeficience humaine. 

In vitro, la degradation des proteines de courte duree de vie, un 

io phenomene principalement assure par le proteasome, est diminuee en presence 
de ritonavir. Les preparations purifiees de proteasome modifient leur activite 
enzymatique en presence de ritonavir. La genese des peptides endogenes 
capables de se fixer sur le complexe majeur d'histocompatibilite de classe I 
(CMH-1) est done modifiee, ce qui entraine une modification du recrutement et 

15 de la stimulation des lymphocytes T CD8. Uaction du ritonavir a ete observee 
avec differentes. cellules presentatrices d'antigenes humaines ou murines vis a 
vis de differentes cellules T CD8. Une modification de Tactivite enzymatique du 
proteasome est observee egalement avec le mesylate de saquinavir. 



EXEMPLE 5 : 

Effet du ritonavir dans le traitement du diabete de type 1 

Methode : 

Du ritonavir (0,6 mg pour 10 g de poids corporel par jour) ou un 
placebo (tampon phosphate PBS) a ete administre par voie intraperitoneale a des 
souris NOD. Les ilots pancreatiques ont ete recueillis et cultives pendant 24 
heures en presence ou en I'absence de 2,5 pg/ml de ritonavir. Les cellules ont 
ensuite ete co-cultivees avec des hybridomes restreints par le CMH-1 (FT6.9 et 
FT7.9 pendant 24 heures). La quantite d'IL-2 a ete dosee dans le surnageant. 



Resultats : 

Les tableaux suivants presentent les quantites d'IL-2 mesurees. par 
un test de proliferation (cpm x 10" 3 ). 
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a) Hybridome ETG.9 (CMH-I) 






IN VITRO 
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PBS 


Ritonavir 
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PBS 


64 (0 %) 


40 (37 %) i 


i 
i 


Ritonavir 


34 (47 %) 


44 (31 %) j 



b) Hybridome FT7.9 (CMH-I) 





IN VITRO 


§ 

s 




PBS 


Ritonavir 




PBS 


92 (0 %) 


43 (53 %) 




Ritonavir 


70 (24 %) 


74 (20 %) 



Dans ce modele de diabete murin NOD, !es cellules de Langerhans 
isolees de souris traitees par le ritonavir ne sont plus reconnues ex vivo par des 
in clones T cytotoxiques. 

En outre, comme le montre la figure 5, le traitement par le ritonavir 
retarde Papparition du diabete de type 1 chez les souris NOD. 

EXEMPLE 6 : 

15 Effet du ritonavir dans le traitement de I'encephalite allergique 

experimental du rat et de ia souris, modele de la sclerose en plaques 
humaine 

a) chez le rat : 
20 Methode : 

Lencephalite allergique experimental chez le rat est le seul 
modele de sclerose en plaques chez I'homme. On administre de la MBP de 
cochon d'lnde (Myelin Basic Protein ou proteine de liaison a la myeline) a des 
rats femelles Lewis de 7 semaines, par une injection sous-cutanee dans le 
25 coussinet plantaire de 50 pg de MBP dans 100 pi d'adjuvant complet de Freund 
supplements de 4 pg/ml de mycobacteries.. On administre en outre a ces rats, 
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quotidiennement, soit du ritonavir 1 mg, 5 mg ou 10 mg. par animal, soit un 
placebo (tampon phosphate) de rejection de MBP jusqu a la guerison des 
animaux non traites par le ritonavir. Les scores cliniques mesurant la progression 
de I'encephaiite allergique experimental sont les suivants : 



1 : faiblesse des mouvements de la queue ; 

2 : paralysie incomplete du train arriere ; 

3 : paralysie complete du train arriere ; 

4 : paralysie incomplete du train anterieur ; et 

5 : immobilite totale. 

Environ huit jours apres cette immunisation avec la MBP, les rats 



controle commencent a montrer les premieres etapes de paralysie (transitoire) 
due a la reponse immunitaire provoquee par ('administration de myeline. 



Resultats : 

L'apparition des premiers signes de paralysie est retardee chez les 



rats traites par du ritonavir (1 et 5 mg). Parmi les rats traites avec 10 mg de 
ritonavir, deux n'ont pas developpe la maladie, et les autres rats n'ont presente 
que les symptdmes attenues de I'EAE (score clinique : 1) (figure 6). 

b) chez la souris : 

Des resultats similaires a ceux decrit chez le rat ont ete obtenus chez la souris. 
Des informations supplementaires ont ete enregistrees qui montrent la possibility 
d'un transfert de la protection induite par le retonavir. 
Methodes et resultats : 

Dans cette experience, des souris receveuses saines non traitees 
au ritonavir regoivent par voie intraveineuse et/ou peritoneale des cellules des 
ganglions lymphatiques et de la rate provenant de souris donneuses traitees au 
ritonavir et ayant subi le protocole d'induction d'EAE precedemment decrit dans 
Texemple a) et adapte a la souris. 

Les ganglions poplites, inguinaux et mesenteriques et la rate sont 
preleves a J10 apres I'injection de MBP, mis en culture en presence de 50 pg/ml 
de MBP. Au troisieme jour de culture, les cellules non adherentes sont 
recuperees. passees sur Ficoll et injectees aux souris receveuses (10 x 10 5 
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cellules injectees). Le protocole conduction d'EAE a J30 apres le transfert des 
cellules ne provoque aucun symptdme d'EAE chez ces animaux receveurs. 

Conclusion : 

Le traitement par le ritonavir protege les souris et les rats de I'EAE. 
Cette protection peut etre transferee par I'intermediaire des cellules des 
ganglions lymphatiques et de la rate des souris traitees a des souris receveuses 
non traitees au ritonavir. 



EXEMPLE 7 : 

Effet du ritonavir dans le traitement de I'hepatite C 

1 . Obiectif 

Le virus de I'hepatite C (VHC) est le principal agent etiologique 
responsabie des hepatites non-A non-B post-transfusionnelles et sporadiques. 
Au moins 70 % des infections deviennent chroniques evoluant tres frequemment 
vers la cirrhose et le cancer. L'infection par le VHC est un probleme majeur de 
sante publique et les traitements a base d'interferon, qui sont les plus largement 
utilisees, ne sont efficaces que dans 25 % des cas. 

Les lymphocytes T CD8 anti-VHC predominent dans les infiltrats 
inflammatoires hepatiques au cours des infections chroniques. Leur activation 
accrue provoque a la fois une importante destruction des hepatocytes conduisant 
a I'insuffisance hepatique et une immunosuppression qui empeche la clairance 
totale du virus. Un controle specifique de I'activation des lymphocytes T CD8 
cytotoxiques permettrait d'attenuer rimmunopathologie de Tinfection VHC en 
levant I'immunosuppression et reduisant la destruction hepatique. 

Les mecanismes responsables des degats hepatiques lors de 
Tinfection par le virus de. I'hepatite C (VHC) sont mal connus. L'observation 
clinique que des courts traitements avec des corticosteroides reduisent les taux 
seriques d'aminotransferases malgre une aggravation de la viremie, suggere que 
la reponse immunitaire joue un role important dans la destruction des 
hepatocytes. Le fait que la majorite des patients, infectes par le VHC progresse 
vers la chronicite indique que la presence de. lymphocytes T cytotoxiques anti- 
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VHC ne suffit pas a eliminer le virus. Bien que les lymphocytes T CD8 soient 
presents en grand nombre dans les infiltrats inflammatoires, leur role a la fois 
dans la protection contre le virus et dans la destruction des tissus hepatiques 
reste confus. Les patients avec une forte activite des lymphocytes T cytotoxiques 

5 anti-VHC ont certes une viremie plus basse mais ils ont aussi des taux plus 
eleves de transaminases et developpent une maladie plus active (Nelson D.R. et 
al, J. of Immunol. 158, 1473 (1997). A I'inverse, les patients avec une forte 
reponse CD4 anti-VHC presentent moins frequemment des signes cliniques et 
histologiques de maladies hepatiques. Par consequent, la balance entre le 

in clairance virale et la destruction hepatique est fortement liee a I'activite relative 
des populations intrahepatiques de lymphocytes T CD4 et CD8 specifiques du 
VHC. 

Chez un patient infecte chroniquement par le VHC, la depletion des 
lymphocytes T CD8 par des anticorps monpclonaux anti-CD8 a des effets 
\5 benefiques (Kiefersauer S. et al, J. of Immunol., 159, 4046 (1997). Apres ce 
traitement, les transaminases ont fortement diminue, Inflammation hepatique est 
reduite et la reponse proliferative aux antigenes du VHC est restauree. Tsai et al 
ont egalement montre que la depletion in vitro des lymphocytes T CD8 a partir du 
sang peripherique autorisait une reponse proliferative aux antigenes du VHC 
:o (Tsai et al, J. Hepatol. 21 , 403 (1993). 

La reponse proliferative est un element determinant de la clairance 
virale lors de la phase defection aigue et une forte reponse T CD4 est associee 
a I'elimination du virus. Cette reponse est faible ou absente chez les patients qui 
progressent vers la chronicite ou qui m^nifestent des signes cliniques de 
25 chronicite (Diepolder H et al, Lancet, 346, 1006 (1 995). 

Le modele murin defection chropique par le LCMV ressemble, par 
certains aspects, a Tinfection chronique par le VHC. Dans ce modele, les 
lymphocytes T CD8 peuvent non seulement nuire a Telimination du LCMV mais 
en plus ils rendent les animaux incapables de lutter contre une nouvelle infection 
par le VSV (Dunlop M et Blanden R, J. exp. Med. 145, 1131 (1977) ; Odermatt B 
et al, Natl Acad. Sci. USA 88, 8252 (1991)).. La depletion des lymphocytes T 
CD8 par des anticorps monoclonaux anti-CD8 s'accompagne d'une restauratioh 
complete de la reponse immunitaire contre le VSV (Leist T.P., E. Ruedi et R.M. 
Zinkemagel, J. Exp. Med. 167, 1749 (1988)). De plus, les lymphocytes T 
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cytotoxiques peuvent detruire les cellules infectees telles que les cellules 
presentatrices d'antigene, les lymphocytes T et les lymphocytes B producteurs 
d'anticorps neutralisants qui sont essentielles pour developper une reponse 
protectrice (Odermatt B et at, Natl Acad. Sci. USA 88, 8252 (1991) ; Leist TP., 
5 E. Ruedi et R.M. Zinkemagel, J. Exp. Med. 167, 1749 (1988)). 

La modulation de I'activite CD8 anti-VHC pourrait done etre une 
bonne strategie pour favoriser le developpement d'une immunite humorale 
protectrice. 

io 2. Cas clinique 

Les profondes modifications de la reponse cytotoxique T CD8 
ouvrent une nouvelle voie therapeutique pour les infections chroniques avec des 
virus non-cytopathogenes. En effet, i'exemple du LCMV montre que ('utilisation 
du ritonavir dans Infection chronique par le virus de Thepatite C devrait entramer 

is une diminution de la reponse cytotoxique et des effets immuno-pathologiques 
avec des consequences cliniques favorables. 

Un patient toxicomane est suivi pour une double infection par le VIH 
et le VHC, decouverte en 1986 mais sans doute anterieure a cette date, 
devolution de infection par le VIH est lente avec une viremie etablie autour de 4 

20 Log HIV ARN copies/ml. Le taux de lymphocytes T CD4 a chute avec une 
premiere infection opportuniste pulmonaire. La viremie VHC oscillait autour de 5 
a 6 Log HCV ARN copies/ml et le taux serique de transaminases etait 
moderement eieve (2 ou 3 fois la valeur normale). Un inhibiteur de proteases du 
VIH, le ritonavir, a ete introduit dans la therapeutique du patient et poursuivi 

25 depuis lors. La viremie VIH est devenue indecelable pendant les deux mois qui 
ont suivi le debut du traitement avant de revenir au niveau anterieur des le 
quatrieme mois. Le taux de lymphocytes T CD4 a augmente pendant cette 
periode et a continue a augmenter meme apres la reapparition de la viremie VIH. 
En revanche, la viremie VHC est devenue negative au 7*™ mois apres 

30 ('introduction du ritonavir (figure 7), et Test toujours deux ans apres. 
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3. Etude retrospective de revolution de ['infection par le VHC chez 
des patients sideens traites au ritonavir ou a 1'indinavir. 

Chez des patients infectes par le VIH-1, I'effet du ritonavir sur la 
reponse immunitaire peut resulter de son activite antiretrovirale et de la reduction 
de I'activite des lymphocytes T cytotoxiques (CTL) et de I'immunopathologie. Une 
etude retrospective de patients coinfectes par les virus VHC et VIH a ete menee 
pour comparer la charge virale VHC, la fonction hepatique et le titre anticorps 
anti-VHC chez des patients recevant du ritonavir et du saquinavir ou de Indinavir 
durant les quatre premiers mois de la therapie. Les patients enroles (41) avaient 
une infection VHC chronique prouvee par la presence d'anticorps anti-VHC et 
d'ARN serique VHC detectes par RT-PCR. Dix-huit patients ont re?u du ritonavir 
seul (soit 600 mg deux fois par jour), trois ont re?u du ritonavir et du saquinavir 
(800 mg par jour), 20 ont re?u de Indinavir (800 mg trois fois par jour). La 
population controle etait constitute de 105 patients sans anticorps anti-VHC ou 
anti-VHB detectables et sans infection opportuniste, mais recevant du ritonavir 
pour la premiere fois pendant au moins quatre mois. 

Initialement, les patients co-infectes montraient les symptomes 
cliniques, une charge virale VIH, une numeration en lymphocytes T et des 
valeurs biologiques similaires. Une cytolyse hepatique moderee existait chez les 
deux groupes (87 +/- 61 IU/I pour I'indinavir et 54 +/- 28 IU/I pour le ritonavir). Les 
charges virales VHC et la distribution genotypique VHC entre les deux groupes 
etaient similaires. Chez les patients infectes, les concentrations en ALAT ont 
augmente de maniere plus frequente chez ceux prenant du ritonavir (57 % ; 
12/21 patients) que chez ceux prenant de I'indinavir (10 % : 2/20 patients ; p < 
0,002). Dans le groupe ritonavir, on a pu observer un pic de concentration ALAT 
durant le troisieme mois avec une valeur maximale moyenne de 418 iU/l (ecart : 
96-1570). 

Dans la population controle, une augmentation des concentrations 
en ALAT n'a ete observee que chez 12 patients sur 105 (11,4 %, p=10" 6 ) 
indiquant que la tres haute frequence de patients infectes par le VHC et souffrant 
tfune hepatite cytolytique durant le traitement par le ritonavir n'est pas lite a la 
toxicite du medicament mais resulte de son action sur les cellules infectees par le 
VHC soit directement soit par la modulation de la reponse immunaire. 
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Le tableau 1 ci-apres presente une comparaison des marqueurs 
biologiques des patients infectes par le VHC avec ou sans augmentation des 
transaminases durant le traitement par le ritonavir (groupes I et II respectivement) 
et chez les patients traites par de indinavir sans elevation d'ALAT (groupe III). 

5 Des calculs statistiques avec le groupe IV n'ont pas ete realises en 

raison du petit nombre de patients. II s'agissait de deux patients avec une 
hepatite cytolytique associee avec une importante augmentation de la charge 
virale VHC (+ 3,57 logio de copies d'ARN/ml chez un patient et + 0,5 log 10 de 
copies d'ARN/ml chez le second patient). 

io Les variations des concentrations d'ARN VHC et des index 

d'anticorps ont ete mesurees sur des paires de serum conservees (10 paires 
dans le groupe I, 6 dans le groupe II, 10 dans le groupe III et 2 dans le groupe 
IV). Les serums ont ete recueillis initialement et aux semaines 6.8 et 7.2 pour les 
groupes I et III respectivement (p >0,2). Les concentrations en ARN VIH et VHC 

1 5 sont presentees sous la forme de log™ de copies d'ARN/ml et les numerations en 
lymphocytes T sous la forme de cellules/mm 3 , Les concentrations en ALAT sont 
exprimees en unites intemationales/l. 

Les anticorps anti-VHC ont ete quantifies par la version 3.0 du 
systeme Axsym VHC (Abott) et les variations des titres d'anticorps anti-VHC des 

20 serums de patients (Ac index) sont exprimees par le rapport des densites 
optiques. 

Les variations de la charge virale VIH et de la numeration des 
lymphocytes T ont ete similaires chez les trois groupes I, II et III. La charge virale 
VHC a augmente chez tous les groupes avec + 0,61 logio de copies d'ARN/ml 

25 pour le groupe I compare a + 0,41 logio de copies d'ARN/ml dans le groupe III (p 
< 0,1) et + 0,22 logio de copies/ml dans le groupe II (p = 0,065). Une 
augmentation de la production d'anticorps anti-VHC n'a ete observee que chez le 
groupe I (p < 0.05 entre les groupes I et III). 

Ainsi, le titre d'anticorps n'augmente que chez les patients 

30 presentant une cytolyse lors de la therapie par ritonavir. Aucune augmentation 
des titres d'anticorps n'a ete detectee sous indinavir meme lorsqu'une forte 
augmentation de la viremie VHC a ete observee, indiquant qu'une stimulation 
antigenique abondante n'est pas suffisante pour stimuler la reponse humorale 
anti-VHC. L'amelioration de la reponse humorale pr^coce pendant un traitement 
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par le ritonavir peut etre la consequence de la modulation de I'activite CTL 
puisque, lors des infections par HBV et LCMV, il a ete montre que les 
lymphocytes T cytotoxiques anti-viraux lysaient les lymphocytes B producteurs 
d'anticorps neutralisants (Planz et al, 1996, Nature, 382:726-729 ; Barnaba et al, 
1990, Nature, 345:258-260). 



La cytolyse hepatique transitoire observee quelques jours apres le 
debut du traitement par ritonavir chez les patients atteints d'hepatite C pourrait 
ainsi resulter d'une facilitation de I'apoptose des hepatocytes infectes par le VHC. 
Cette observation ouvre la voie a Tapplication de ces molecules (ritonavir et 
saquinavir) a des fins de modulation de I'apoptose. 

Tableau I : Variations des valeurs biologiques chez des groupes de 
patients infectes par le VHC classees selon Pinhibiteur de protease du VIH-1 
utilise et la cytolyse hepatique. 

Groupe I Groupe II P Groupe III P Groupe IV 

RTN, cytolyse + RTN, cytolyse - I versus II IDN, cytolyse - I versus III IDN, cytolyse + 

N=12 N=9 N=18 N=2 

CD4 109,4 (+M 13) 88,3 (+/-170) p = 0,36 21 ,1 (W-68) p = 0,085 29,5 
CD8 203.6 (+/-650) 281 ,8 (+A394) p = 0,95 9,2 (+A222) p = 0,22 203.5 

HCV-VL 0.61 (+/-0.3) 0,22 (+/-0.35) p = 0,065 0,41 (+/-0.79) p < 0,01 2,25 
Ac index 2.19 (+/-1 ,68) 0,98 (+A0,24) p = 0,085 1 ,01 (+/-0.13) p < 0,05 0,98 



N= nombre d'individus par groupe. 

RTN et IDN signifient ritonavir et indinavir respectivement. 
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REVENDICAT10NS 



1 . Utilisation d'au moins un compose inhibiteur de la protease du 
virus de rimmunodeficience humaine (VIH) choisi parmi le ritonavir, le saquinavir, 

5 ou un de leurs sels pharmaceutiquement acceptables, en association avec un 
vehicule pharmaceutiquement acceptable, pour la fabrication d'un medicament 
destine a moduler le proteasome. 

2. Utilisation selon la revendication 1, dans laquelle ledit 
in medicament comprend un melange de ritonavir et de saquinavir, ou au moins un 

de leurs sels pharmaceutiquement acceptables. 

3. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 ou 2 dans 
laquelle ledit medicament est destine a prevenir et/ou traiter une affection pour 

15 laquelle une modulation du proteasome est desiree, ladite affection etant une 
maladie inflammatoire, infectieuse et/ou une affection pour le traitement de 
laquelle un controle de I'apoptose est desire. 

4. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 3 dans 
:o laquelle ledit medicament est destine a prevenir et/ou traiter une affection pour 

laquelle une modulation du proteasome est desiree, ladite affection etant une 
maladie auto-immune, une infection virale ou un rejet de greffe. 

5. Utilisation selon la revendication 4 dans laquelle ladite maladie 
25 auto-immune est choisie parmi : le diabete de type 1, la sclerose en plaques, le 

psoriasis, I'hypersensibilite de contact et la polyarthrite rhumatoide. 

6. Utilisation selon la revendication 4 dans laquelle ladite infection 
virale est une infection par le virus de I'hepatite. 

30 

7. Utilisation selon la revendication 6 dans laquelle ladite infection 
virale est une infection par le virus de I'hepatite C. 
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8. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, dans 
laquelle ledit medicament est destine a prevenir et/ou traiter tin cancer. 



5 laquelle ledit medicament est sous la forme d'une composition pour administration 
orale, parenteral, en particulier topique. 

10. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 9 dans 
laquelle ledit medicament contient de 1 a 2000 mg, de preference de 100 a 1500 
to mg, dudit compose inhibiteur de la protease du VIH. 



virus de I'immunodeficience humaine (VIH), consistant a tester lesdits composes 
pour leur capacite a moduler I'activite du proteasome. 



9. Utilisation selon Tune quelconque des revendications 1 a 8 dans 



1 1 . Procede de criblage des composes inhibiteurs de la protease du 
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1. I I Claims Nos.: 

' — 1 because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. [xj Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

See supplemental sheet ADDITIONAL MATTER PCT/IS A/2 1 0 



3. I I Claims Nos.: 

1 — ' because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1 . I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchable claims . 

2. n™] As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did noi invite payment 

of any additional fee. 

3. I I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
1 — 1 covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. I 1 No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
I— I restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos . : 
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ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 



1.2 cont'd 

The present Claims 1 & 3 relate to the use of a compound in the treatment of a disease which 
is not clearly defined. « Modulate the proteasome » or « control apoptosis » do not constitute 
a clear definition of a disease. 

As a result, the use of these definitions is considered in the present context as leading to a lack 
of clarity as defined by PCT Article 6. The lack of clarity thus arising is such that a full and 
meaningful search is impossible. The search was therefore limited to the general idea 
underlying the invention and to the diseases that are explicitly mentioned in Claims 3-8. 

Claims for which a full search was carried out : Nos. 4-8, 1 1 

Claims for which an incomplete search was carried out : Nos. 1-3, 9-10 

The applicant is reminded that claims or parts of claims relating to inventions in respect of 
which no search report haas been established need not be the subject of an international 
preliminary examination (Rule 66.1.(e) PCT). The applicant is informed that the EPO, in its 
capacity as the authority entrusted with the international preliminary examination, does not, as 
a general rule, conduct a preliminary examination of subject matter for which no search has 
been carried out. This will continue to be the case, irrespective of whether the claims were 
amended or not after receipt of the international search report or pursuant to a procedure 
mentioned in Chapter II. 
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pages 783-785, XP002095184 
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MAUSS, S. (1) ET AL: "Influence of HIV 
protease inhibitors on hepatitis C viral 
load in individuals with HIV and HCV 
coinfection. " 

ABSTRACTS OF THE INTERSCIENCE CONFERENCE 
ON ANTIMICROBIAL AGENTS AND CHEMOTHERAPY, 
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37TH INTERSCIENCE CONFERENCE ON 
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TORONTO, ONTARIO, CANADA SEPTEMBER 
28-OCTOBER 1, 1997 ICA, XP002095185 
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AUTRAN , B. ET AL: "Positive effects of 
combined anti retroviral therapy on CD4+ T 
cell homeostasis and function in advanced 
HIV disease" 
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analysis of Fas/FasL interactions in 

HIV-infected patients" 
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le document en entier 

SLOAND, E. M. (1) ET AL: "HIV-1 protease 
inhibitor modulates activation of 
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BLOOD, (NOV. 15, 1997) VOL. 90, NO. 10 
SUPPL. 1 PART 1, PP. 577A. MEETING INFO.: 
39TH ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN 
SOCIETY OF HEMATOLOGY SAN DIEGO, 
CALIFORNIA, USA DECEMBER 5-9, 1997 THE 
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KOTLER D.P. ET AL: "Effect of combination 
anti retroviral therapy upon rectal mucosal 
HIV RNA burden and mononuclear cell 
apoptosis." 

AIDS, (16 APR 1998) 12/6 (597-604). , 

XP002121455 

le document en entier 

DIZ DIOS P. ET AL: "Regression of 
AIDS-related Kaposi's sarcoma following 
ritonavir therapy." 

ORAL ONCOLOGY, (1998) 34/3 (236-238). , 

XP002121456 

le document en entier 

PARRA R. ET AL: "Regression of invasive 

AIDS-related Kaposi's sarcoma following 

anti retroviral therapy." 

CLINICAL INFECTIOUS DISEASES, (1998) 26/1 

(218-219). , XP002121457 

le document en entier 

M.A. CON ANT ET AL.: " REDUCTION OF 
KAPOSI'S SARCOMA LESIONS FOLLOWING 
TREATMENT OF AIDS WITH RITONAVIR" 
AIDS, 

vol. 11, no. 10, 1997, pages 1300-1301, 

XP002121458 

le document en entier 

REED, J. BRIAN ET AL: "Regression of 
cytomegalovirus retinitis associated with 
protease-inhibitor treatment in patients 
with AIDS- 
AM. J. OPHTHALMOL. (1997), 124(2), 199-205 
, XP002121459 
le document en entier 

W0 96 26734 A (GLAXO GROUP LTD jMCDADE 

HUGH BR0WNLIE (GB)) 

6 septembre 1996 (1996-09-06) 

abrege 

page 6, ligne 10 - ligne 21; 
revendications 



1,3,4,9, 
10 



1-4,8-10 



1-4,8-10 



1-4,8-10 
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Cadre I Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire F objet d'une recherche 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



Conformement a Particle 17.2)a), certaines revendications n'ont pas fait l'objet d'une recherche pour les motifs suivants : 

I. PI Les revendications n°* 

' — ' se rapportent a un objet a Tegard duquel 1* administration n'est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir : 



Les revendications n M 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne remplis sent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse Stre effectuee, enparticulier : 

Voir feuille suppl Omenta ire SUITE DES RENSEIGNEMENTS PCT/ISA/210 



3. I I Les revendications n M 

I — I sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4. a). 



Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de 1' invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



V administration chargee de la recherche intemationale a trouve plusieurs inventions dans la demande Internationale, a savoir : 



1 . Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
intemationale porte sur toutes les revendications pouvant faire V objet d'une recherche. 

2. I 1 Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s 'y pretaient ont pu 6tre effectuees sans eflfort particulier 
1 — 1 justifiant une taxe additionnelle, radministration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 

3 . I I Comme une parole seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 
1 — 1 rapport de recherche intemationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n°* : 



4. I I Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete pay6e dans les d61ais par le deposant. En consequence, le present rapport 
' — ' de recherche intemationale ne porte que sur 1' invention mentionnee en premier lieu dans les revendications; elle est 
couverte par les revendications n°" : 



Remarque quant a la reserve | | Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposant. 

I I Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 



Formulaire PCT/ISA/210 (suite de la premiere feuille (1)) Quillet 1992) 



Demande intemationaie No. PCT^R 99 /01391 
SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/ 210 



Suite du cadre 1.2 



Les revendi cations 1 et 3 presentes ont trait a 1 'utilisation d'un 
compose pour traiter une maladie qui n'est pas clairement definie. 
"Moduler le proteasome" ou "controler Tapoptose" ne constituent pas une 
definition claire d'une maladie. 

Oe ce fait 1 'util isation de ces definitions est consideree , dans le 
present contexte, comme menant a un manque de clarte au sens de 1'Article 
6 PCT Le manque de clarte qui en decoule est tel q'une recherche 
significative complete est impossible. Par consequent, la recherche a ete 
limitee a T idee general e de 1 'invention et aux maladies explicitement 
mentionnees dans les revendi cations 3-8. 

Revendi cations ayant fait l'objet d'une recherche complete: 4-8,11 
Revendi cations ayant fait l'objet d'une recherche incomplete: 1-3,9-10 

L' attention du deposant est attiree sur le fait que les revendi cations, 
ou des parties de revendi cations, ayant trait aux inventions pour 
lesquelles aucun rapport de recherche n'a ete etabli ne peuyent faire 
obligatoirement l'objet d'un rapport preliminaire d'examen (Regie oo.l(e) 
PCT) Le deposant est averti que la ligne de conduite adoptee par 1 OEB 
agissant en qualite d' administration chargee de l'examen preliminaire 
international est, normal ement, de ne pas proceder a un examen 
preliminaire sur un sujet n'ayant pas fait l'objet d'une recherche. Cette 
attitude restera inchangee, i ndependamment du fait que les revendi cations 
aient ou n'aient pas ete modifiees, soit apres la reception du rapport de 
recherche, soit pendant une quelconque procedure sous le Chapitre II. 
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